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KOLLAGEENIN BIOKEMIASTA!

Eino Kulonen

Sidekudos muodostaa solujen vilittoman
ympiristén ja liittdd kollageenisdikeilld solut
kudoksiksi ja elimiksi. Sen avulla elimisto
myds puolustautuu vahingoittavia tekijoitd
vastaan, ja arpikudoksen muodostuminen
korjaa syntyneen vaurion. Kun sidekudoksen
kollageeni on tavallaan ekstrasellulaarinen
eritystuote, se ei ole aikaisemmin saanut osak-
seen samaa mielenkiintoa kuin intrasellulaari-
set, etenkin liukenevat proteiinit. Vasta viime
aikoina on yleisemmin kisitetty, etti arpiku-
doksen ja muun sidekudoksen muedostus on
primaarisen elinvoiman ilmaus, joka ilmenee
intensiivisini ja spesifisind aineenvaihdunta-
tapahtumina, joita sdinndstelevit samat lait
kuin kaikkea kasvua ja kehitysti.

) Soc. Biochem. Biophys. Microbiol. Fenniaen
kokouksessa 18. 4. 63 ja II Pohjoismaisella reu-
majatkokoulutuskurssilla 28. 5. 63 pidettyjen
esitelmien mukaan. Alkuperiistutkimuksia ovat
tukeneet Sigrid Juséliuksen Saitio ja U. S. De-
partment of Agriculture.

Kollageenisiietti voidaan tarkastaa monen-
asteisina suurennoksina, eikd histologisten ja
kemiallisten tietojen vililld ole sellaista auk-
koa kuin useimpien muiden elimiston raken-
neosien kohdalla. Rig-tutkimusten perusteella
tiedetddn kollageenisdikeen rakenne atomi
atomilta ainakin molekyylin ns. Kkiteisissa
osissa. Kollageenin biokemian tutkimusta on
inspiroinut erityisesti tieto kollageenin esiin-
tymisesti my6s liukoisessa muodossa, joka
kollageenin kypsyessi muuttuu liukenematto-
maksi. On kiistanalaista, mitki kemialliset
rakennetekijit misraavit kollageenin liukene-
mattomuden.

Kollageenin rakenne

Pienin yksikké on liuoksissa esiintyvd sau-
vamainen tropokollageenimolekyyli, painol-
taan noin 300 000—350 000. Siikeissd nimd
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simetylselluloosapylviilld (kuva 5). Viimeksi

mainitulla tavalla saadut kaksi fraktiota eivit.

kuitenkaan endi ole puhtaita o- ja f-kompo-
nentteja, vaan ensimmdinen sisiltii o1- ja P2-
komponentit, toinen ¢2- ja Bi-komponentit ja
viimeinen ns. Y-komponentin, jossa ovat
kaikki kolme peptidiketjua yhtyneini, mutta
denaturoituneina. Komponenttien tiydellistd
resoluutiota ei kuitenkaan ole koskaan saatu
aikaan pylviskromatografialla. Tehtydmme
melkoisen joukon epaonnistuneita yrityksid
niiden fraktioiden erottamiseksi elektrofo-
reettisin menetelmin saimme tirkkelysgeelis-
si pH 4.5 asetaattipuskurissa aikaan tiydel-
lisen erottumisen (kuva 6). Kuvasta voidaan
identifioida edelli mainitut fraktiot, ja lisiksi
esiintyy ainakin kaksi muuta, toistaiseksi
tuntematonta. Tirkkelysgeeliliuska on mah-
dollista myds densitometroida ja mairittaa
siten fraktiot kvantitatiivisesti (kuva 7). Kun
denaturoidun kollageenin liuos jadhdytetdin,
tapahtuu osittaista ketjujen oikenemista eli
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Kuva 3. Kollageenin denaturoituminen a-, f- ja
y-komponenteiksi (Grassmann, Hannig ja Engel
1961).
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“renaturaatiota”, joka jittdd jilkensi elektro-

foreesidiagrammiinkin, - mutta titd ilmiotd ei

toistaiseksi tunneta yksityiskohtaisesti.
Kollageeni siséltii aminohappoja enemmén

Kuva 4. Rotanhinnin kollageenin jakaantuminen a- ja B-komponentteil}in .ultrasentriifuggssa
(Nikkari ja Kulonen 1962). N normaali ja L latyristinen ndyte. C suolaliukoinen fraktio, jos-
sa on vain o-komponentti.
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Kuva 1. Kollageenin poikkijuovaisuuden pe-

rusteet (Schmitt 1959). Tropokollageenin pituus

on neljé kertaa natiivin kollageenin jakson (640

A) pituus (FLS = *fibrous long spacing”, SLS =
“segment long spacing”).

tropokollageenit ovat asettuneet rinnakkain
tyypilliselld tavalla, josta aiheutuu siikeiden
elektronioptinen poikkijuovaisuus (kuva 1).
Tarkempi kisitys kollageenimolekyylin kol-

men peptidiketjun oletetusta rakenteesta saa-
daan kuvasta 2. Palaan myshemmin kysy-
mykseen onko olemassa tropokollageenien vi-
lisid sidoksia vai johtuuko kollageenisiikeen
vetokestivyys vain tiiviisti yhteen pakkautu-
neiden tropokollageenimolekyylien valisisti
vetysidoksista.

Jokainen tropokollageenimolekyyli koostuu
kolmesta rinnakkaisesta spiraalimaisesta pep-
tidiketjusta, jotka jo lievdsti kuumennettui-
na denaturoituvat menettien tertiaarisen ja
sekundaarisen rakenteensa, mutta primaarira-
kenne siilyy vield samoin kuin peptidiketju-
jen viliset intramolekylaariset sidokset (kuva
3). Nykyisen kisityksen mukaan tropokolla-
geenissa on kahdenlaisia peptidiketjuja, @1- ja
az-ketjuja. Tropokollageenimolekyylissa voi
esiintyd liséksi niiden kombinaatioita, B-kom-
ponentteja, joista B2 on muodostunut kahdes-
ta oi-ketjusta ja B1 yhdesti - ja yhdesti a-
ketjusta. Aluksi voitiin erottaa vain yleensi
o~ ja B-komponentit, joko ultrasentrifugoimal-

la (kuva 4), suoloilla saostamalla tai karbok-
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Kuva 2. Tropokollageenin rakenne kaavamai sesti (Franzblau 1962). Fragmentit liittyvit hiili-
hydraatin vilityksella. .
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Kuva 6. Suolaliukoisen kollageenin kompo-

nenttien fraktioituminen tirkkelysgeelielektrofo-

reesissa (Ndnts, Maatela ja Kulonen 1963). Oi-

kealla normaali, vasemmalla latyristinen kolla-
geeni.

kaasti, ettd primaaristruktuuritkin hajoavat.
Tamidn “resistentin” fraktion miird on eri
kollageeneissa erilainen.

Kun liukenematonta sidietti kuumennetaan,
niin kaikki kollageeni denaturoituu, mutta osa
jad liukenemattomaan muotoon, kutistuu ja
muuttuu  fysikaalisesti kumin - kaltaiseksi.
Kimmoisuusteorian' avulla voidaan laskea

poikittaissidosten viliin jaivin peptidiketjun

koko (Mc) mittaamalla tietyn voiman ai-

b .

Z=§ E(a_ i) kun Z on venytysvoima
Mc az

sidikeen poikkileikkauksen pinta-alaa kohti, a

venyneen ja alkuperdisen sdikeen pituuden suh-

de, § sdikeen tiheys, Mc sidosten vilinen mole-

kyylin osa.

0.4

biokemiasta

kaansaama venytys (Wiederhorn ja Reardon
1952). Tamid on sindnsd todiste siitd, ettd
liukenemattomassa kollageenissa .todella on
poikittaissidoksia tropokollageenien vililli.
Olemme tutkineet tilli menetelmilli eri-ikiis-
ten rottien hintisiikeen ja nahan kollagee-
nia. Vastoin odotusta ei hintisiikeessi aina-
kaan kolmen kuukauden iin jilkeen tapahdu
poikittaissidosten mairan lisdintymisti, mutta
ihossa intermolekylaariset sidokset jatkuvasti
lisdantyvit eldimen vanhetessa. My6s tropo-
kollageenin intramolekylaariset sidokset, so.
o- ja B-komponenttien suhde, muuttuvat tut-
kimustemme mukaan iin funktiona.
Liukenematonkin kollageeni sisiltdi siten
varmasti monenlaisia komponentteja, mutta
niiden synty iin funktiona, inter- ja intra-
molekylaaristen sidosten laatu sekd merkitys
kollageenin mekaanisia ominaisuuksia ajatel-
len ovat toistaiseksi melkein tuntemattomia.

Latyrismi

Latyrismi on hajuherneen ja muiden Lat-
hyrus-lajien siemenissi esiintyvin B-amino-
propionitriilin aiheuttama myrkytys, jonka
olennainen piirre on kollageenisen sidekudok-
sen mekaaninen heikkous. Seuraavat kemial-
liset muutokset on voitu osoittaa kollageenin
muodostumisessa: 1. huomattavan suuri osa
kollageenista pysyy liukoisessa muodossa; 2.
o-yksikét eivit liity normaalisti B-yksikoiksi
(kuvat 6 ja 7); 3. kollageeni ei muodosta nor-
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Kuva 7. Kuvan 6 esittimét elektroforogram-

mit densitometroituina (Nints, Maatela ja Ku-

lonen 1963). Latyristinen ndyte on merkitty
katkoviivalla.



E. Kulonen

Neutraalisuolaliukoinen kollageeni, 15 min,, 40°C., pH 4.8

0.86 % NaCi- 0.01 M-

asetaattipuskuri, pH48
(gradientti)

o

1000 m!

Kuva s,

10% NaCl-
0.01 M-
asetaattipuskuri,

pH 4.8
(gradientti)

2000 mi

3000 mi

Kollageenin komponenttien fraktioituminen karboksimetylselluloosapylvéi?a'ssﬁ

(Pikkarainen, julkaisematon). Sekoitustilavaus 1350 ml. 1000 ml kohdalla esiintyvi fraktio
sisdltdid o + B2-komponentit, seuraava o2 + Br-komponentit ja viimeinen y-komponentin.

kuin mikdsn muu animaalinen proteiini, ja se
on elastiinia lukuun ottamatta myds ainoa
eldinkunnan proteiini, joka sisiltid oksiprolii-
nia. Kautta koko kollageenimolekyylin joka
kolmas aminohappo on glysiini, mutta amor-
fiset kohdat (kuva 2) sisiltivit polaariset, so.
happamet ja emiksiset aminohapot. Kiteisilla
kohdilla toistuu rakenne -Gly-Pro-Hypro-Gly-,
johon mikro-organismien kollagenaasi vaikut-
taa. Puhdistettukin kollageeni sisiltii aina
pienen miirin neutraalia hiilihydraattia,
mutta ei happamia mukopolysakkarideja.
Tédlli neutraalilla hiilihydraattifragmentilla
ajatellaan olevan tirked merkitys peptidiket-
jujen sitoutumisessa toisiinsa sekd sivuittain
ettd piittdin (kuva 2). Sidokset ovat esteri-
sidoksia, jotka ovat katkaistavissa hydroksyl-
amiinilla. Viitetidn, etts tropokollageenit
Liittyvit piittdin toisiinsa erityisilli tyrosiini-
pitoisilla  “hintipeptideills”. Tropokollagee-
nit jirjestyvit rinnakkain ilman mitdin apu-
tekijoits.

Kun uutimme liukenematonta rotan hinnin
kollageenia samoissa lievissi olosuhteissa
kuin edelli denaturoitaessa, so. enintiin
+40°-+60°C:n limpétilassa, uute sisilsi
ehjid a- ja B-komponentteja. Timi on merkil-
lepantavaa, silli yleensi liukenemattomasta
kollageenista tehdyt kaupalliset gelatiinit
ovat menettineet kollageenin peptidiketjujen
primaarisetkin struktuurit aivan vihiisii jat-
teitd Jukuun ottamatta. Ns. happamella mene-
telmalli valmistetut gelatiinit ovat yleensi
emiksisempii, jopa niin, ettd niiden isoioni-
nen piste vastaa alkuperiisen kollageenin iso-
ionista pistettd ja osa niisti on siten lihells
alkuperiisti kollageenia.

Nayttdd silti, etti on olemassa raja, jota
lievemmilli kuumentamisella saadaan kaikis-
ta liukenevista, mutta myos joistakin liukene-
mattomista kollageeneista ehjii a- ja B-yk-
sikk6ja. Loppuosa liukenemattomasta kolla-
geenista vain denaturoituu, mutta ei liukene,

ennen kuin siti kuumennetaan niin tehok-
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Tutkimuksen paipaino kohdistui niihin
muutoksiin, jotka tapahtuvat granulaatioku-
doksen kehityksen alussa. Verenkierto saa-
vuttaa maksiminsa verraten aikaisin, ja vaik-
ka runsas verenkierto on granulaatiokudok-
selle ominaista, se ei niytd ratkaisevalta kol-
lageenisynteesii ajatellen. My&skain hiilihyd-
raatit eivit niyti ratkaisevan tirkeiltd aina-
kaan myohemmaissi vaiheessa. Voidaan kui-
tenkin ajatella, etti vilkas verenkierto ja hiili-
hydraattien runsaus olisivat tarpeen solupro-
liferaation aikaansaamiseksi, mutta eivit endi
spesifisessd proteiinisynteesissi.

DNA:n mairidstd pditellen solumiirin
maksimi saavutetaan noin 14. ja 21. pdivin
vilisend aikana sen mukaan, miten granulaa-
tiokudos on saatu aikaan. Kun tarkoitus on
tutkia kudoksen kykyid proteiinisynteesiin, on
tarpeen syventyd tarkemmin RNA:n ja solu-
fraktioiden midriin. Seki kokonais-RNA:n
etti mikrosomien mairi niyttii olevan suuri
jen midri jo laskee. RNA:n ja mikrosomien
maird kuvastavat parhaiten kollageenisyntee-
sin vilkkautta, eivitki ne muutu paralleelises-

.....

kudoksen muodostumiseen, joko antamalla
koe-eldimelle haluttuja aineita tai kisittele-
milli paloja ennen implantaatiota. Tilld ta-
valla on tutkittu esimerkiksi eriiden karbo-
nyyliryhmii sitovien aineiden ja B-aminopro-
pionitriilin vaikutusta (kuva 10).
Alkuperdiseni kannustimena tyGssimme
oli halu kehittid keinoja ihmisen granulaatio-
kudoksen muodostuskyvyn mittaamiseksi,
esimerkiksi ennen leikkausta. Sopivan modi-
fikaation kehittiminen tuntuu hyvinkin mah-
dolliselta, ja tulevaisuudessa voi olla tapana
mitata potilaan arvenmuodostuskyky samoin
kuin nykydin verenhyytymiskyky.
Voidaksemme tehdi laajempia ja spesifi-
sempid tutkimuksia on pakko siirtyd in vit-
r o -tekniikkaan. Silloin ei ole syytd siirtyd pi-

temmaille hajotettuihin  valmisteisiin  kuin
leikkeisiin, joissa solunsisiinen aineenvaih-
dunnan integraatio on jiljelli. Tarkoitus on
pidsti tuntemaan nukleiinihappojen ja pro-
teiinien synteesii rajoittavia tekijoitd. Tiedon
raja on tullut pian vastaan, vaikka arven-
muodostus on jo jokapiiviisen kokemuksen
mukaan elintirked. :

Vaikeutena on tissi vaiheessa se, etti liu-
koisen kollageenin maird granulaatiokudok-
sessa on suhteellisen vihiinen, vain sadasosa
kaikesta liukoisesta proteiinista, joten on ke-
hitettivd keinot kollageenin komponenttien
tutkimiseksi muista proteiineista riippumatta.
Emme toistaiseksi ole myoskiin voineet so-
veltaa tirkkelysgeelielektroforeesia prepara-
tiivisesti. :
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Kuva 1o0. B-aminopropionitriilin vaikutus
granulaatiokudoksen vetokestivyyteen (Viljanto,
Isomiki ja Kulonen 1962). Latyristisilla eldimilld
tehty koe on merkitty tdysilli pisteilli. Kolla-
geenia oli latyristisissa eldimissi muodostunut
noin puolet siitd, miti sitdi muodostuu normaa-
lieldimiss3, mutta sen mekaaninen kestivyys oli
Vasemmassa ylikulmassa

painon kehitys.

mititon. eldinten
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thaaleja “end to end”-aggregaatteja ja 4. se ei
mydskiin. “renaturoidu”  denaturoinnin jal-
keen yhti hyvin kuin normaali kollageeni.
Vika on joko yksityisissi peptidiketjuissa tai
niiden yhtymismekanismissa, mutta joka ta-
pauksessa se rajoittaa kollageenin normaalia
kypsymisti. Samanlainen tilanne, jossa liu-
koisen kollageenin_liséiﬁntyminen liittyy sii-
keiden mekaanisten ominaisuuksien huonon-
tumiseen, ‘esiintyy gravidin kohdun kollagee-
nissa ennen synnytysti. Makromolekylaaris-
ten muutosten seurauksena taj rinnakkaisil-
miénd havaitaan muutoksia myds aminohap-
poaineenvaihdunnassa : aminohappojen inkor-
poraatio kollageem:in on vihentynyt.

Kun latyrismi tivallaan pitdd kollageenin
nuorena tai ainaki;l kypsym&ttﬁmﬁnii, olem-
me panneet alulle kokeen tutkiaksemme idk-
kiiti koe-eldimis, joille on koko ikinsi an-
nettu B-aminopropionitriiliz, jolloin kollagee-
nin luulisi pysyneen vetreing koko iiin,
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Kuva s, Granulaatiokudoksen kollageenipitoi-
suuden (laskettu oksiproliinina) ja vetokestivyy-
en vilinen korrelaatio (Viljanto ja Kulonen

1962).

Granulaatiokudoksen aineenvaihdunta

Granulaatiokudoksen spesifisend tehtivini
on muodostaa kollageenisiikeiti. Se on taval-
laan elin, joka syntyy tarpeen mukaan, suo-
rittaa tehtivinsi muodostamalla arven ja sit-
ten surkastuu. Implantoimalla kudoksiin vie-
raita kappaleita, kuten tavallista selluloosa-
sientd, voidaan keinotekoisesti saada aikaan
granulaatiokudoksen muodostuminen kontrol-
loiduissa olosuhteissa. Tri Viljanto on kehitti-
nyt laitoksessamme menetelmin, jossa kiyte-
tdin kaksiosaista sienti. Osien viliin muo-
dostuneen kollageenin vetokestivyys voidaan
mitata ja korreloida saman kudoksen kemial-
liseen koostumukseen, Yhteenveto hinen
tutkimuksistaan on néhtivini kuvissa 8 ja 9.

TOTAL vaaxy-/
iy

S A
12345 7 12 21 - 60

DAYS AFTER IMPLANTATION

Kuva Granulaatiokudoksen muutokset ke-
hityksen “alkuvaiheissa (Viljanto, julkaisematon),
TS vetokestivyys.
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Luutuminen ja “kollageenitaudit”

Kollageenilla on tirkei osuus luukiteiden
muodostumisessa ja orientoitumisessa. Timi
ominaisuus liittyy -normaaliin jaksoittaisuu-
suuteen, silli keinotekoisesti saostetut kolla-
geenisdikeet kalkkiutuvat aihoastaan, jos
jaksoittaisuus on normaali,. 640 A. Nimen-
Omaan vditetddn, ettd kollageeni sitoo erityi-
sesti fosforihappoa ja siten muodostaa "yti-
mid”  luusuolan kiteytymiselle (Glimcher
1959). :

Ns. * “kollageenitaudeissa” granulaatioku-
doksen proliferaatio on usein liiallista ja te-
rapeuttiset toimenpiteet, kuten steroidihoito,
kohdistuvat sen hillitsemiseen. On voitu
osoittaa, ettd kortisonihoito vihentii kolla-
geenin synteesid, mihin perustuu osa korti-
kosteroidien seki edullisista etti haitallisista
vaikutuksista. On usein esitetty kysymys,
onko olemassa patologista kollageenia. Kysy-
mykseen ei voida vastata varmasti. Ainoa

tarkemmin tunnettu kollageenikudoksen hii-
ridtila on edelldi mainittu latyrismi. Kirjalli-
suudessa on esitetty viite, jonka mukaan
kollageeni denaturoituisi erityisen herkisti
juuri +37°C:n ylipuolella (Rigby ja Spikes
1960, Rigby 1961), joten kuumetila aiheut-
taisi kollageenin ominaisen struktuurin hi-
vidmisen ‘ja hajoava kollageeni mahdollisesti
olisi alkuna granulaatiokudoksen muodostu-
miseen. Tihin teoriaan on syytd toistaiseksi
suhtautua odottavasti.

~ Granulaatiokudoksen synty on keskeinen
medisiininen perusprobleemi, jonka biokemi-
allinen tutkimus on laiminly&ty. Sen vuoksi
sen tutkiminen on seki tarpeellista etti kan-
nattavaa. Pohjaltaan kysymyksessi on kui-
tenkin yleisbiologinen probleemi, nimittdin
kasvu, sen induktio ja sditely eri vaiheissa.
Kollageenisynteesi on myds  biokemiallinen
perusprobleemi, nimittiin rakenteeltaan eri-
koisen proteiinin vaiheittainen rakentuminen
luonnon keinoilla,
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Summary
Kulonen, E.: ON THE BIOCHEMISTRY OF COLLAGEN

A survey is given of recent 'developments in
collagen biochemistry with reference to granula-
tion tissue and lathyrism. On the basis of the
author’s investigations it is emphasized that:

1) by heating all the soluble and a part of
the insoluble collagen, it can be broken into
intact a- and B-confponents, which can be fully
separated by means of gel electrophoresis;

2) the remaining part of the insoluble collagen

Turun Yliopiston liiketieteellisen kemian laitos

is made soluble by heat if the primary structure
of collagen is also broken down; .

3) the intermolecular and intramolecular
bonds change with advancing age;

4) in lathyrism, there is a defect on the mac-
romolecular level;

5) in granulation tissue, the content of RNA
and microsomes (but not of DNA) correlates

~ best with the amount of collagen.



